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 INTRODUZIONE 
 
La flogosi è caratterizzata da un processo dinamico tra agenti flogogeni e meccanismi 
di difesa dell'organismo. I primi possono essere virus, batteri, sostanze chimiche o 
agenti fisici, mentre i secondi appartengono a diverse famiglie di cellule in grado di 
comunicare tra di loro attraverso messaggeri chimici definiti 'mediatori della flogosi'. 
Ogni cellula del sistema immunitario è in qualche modo specializzata e può svolgere 
una specifica funzione nelle diverse fasi della flogosi [1]. 
I granulociti sono un tipo di globuli bianchi. Sono così definiti poiché contengono 
delle granulazioni nel loro citoplasma dalle cui affinità tintoriali dipende la loro 
classificazione. I leucociti (granulociti,agranulociti) migrano nei focolai d'infezione 
attraverso una migrazione trans-endoteliale. In questa migrazione sono guidati da 
fattori chemiotattici (endotossine, anticorpi che rivestono un antigene). Il processo di 
migrazione trans-endoteliale avviene attraverso stimoli chemiotattici che creano 
un'interazione debole tra i leucociti e le cellule endoteliali, le quali esprimendo le 
selettina P e la selettina E, legano le catene glucidiche (lettine) presenti sulla 
membrana dei leucociti. Questa debole interazione porta ad un rallentamento del 
flusso dei leucociti lungo il letto endoteliali In seguito grazie alla mediazione delle 
citochine IL-1eTNF-alfa. I granulociti sono anche detti leucociti nucleopolimorfi o 
polimorfonucleati (PML o PMN) per via della forma variabile del loro nucleo 
cellulare e la maggior parte dei granulociti presenti nel sangue sono neutrofili [2]. 
 Granulocita neutrofilo: 55-65% 
 Granulocita eosinofilo 0-3% 
 Granulocita basofilo: 0-2% 
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I granulociti sono riscontrabili: nel midollo, come riserva che viene riversata in 
circolo al bisogno; nel sangue, come cellule circolanti; nei tessuti, dove migrano dal 
sangue per extravasazione leucocitaria, attirati da fattori chemiotattici rilasciati in 
caso di infezione. I granulociti una volta usciti dal circolo sanguigno non sono più in 
grado di rientrarvi, al contrario di quanto accade per i linfociti e vanno incontro a 
morte per apoptosi dopo poche ore. 
I granulociti vanno incontro a 5 stadi: 
 Mieloblasto: cellula di 12-14 μm di dimensioni, presenta un nucleo molto 
voluminoso occupante la maggior parte del citoplasma. La presenza di 
ribosomi rende il citosol molto basofilo, non sono ancora presenti granulazioni 
e la cromatina è ancora dispersa. 
 Promielocito: presenta delle dimensioni di circa 15-20 μm, una cromatina più 
aggregata e una basofilia citoplasmatica ridotta. Cominciano a comparire i 
granuli primari o azzurrofili. 
 Mielocito: cellula di 12-18 μm, presenta una cromatina granulare quindi molto 
più addensata. Cominciano a comparire i granuli secondari (rosso-arancioni per 
l'eosinofilo, viola per il basofilo mentre il neutrofilo granuli senza colorazioni). 
 Metamielocito: comincia l'incurvatura del nucleo con una forma a ferro di 
cavallo. 
 Granulociti: stadio finale e maturo. Sono presenti lobature nucleari evidenti e 
colorazioni specifiche nei granuli. 
I mieloblasti, promielociti e mielociti sono precursori adibiti ad amplificazione e 
differenziazione, i metamielociti sono senza capacità replicativa e possono solo 
maturare, i granulociti fanno parte del componente midollare di riserva.  
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Restano nel midollo per 6-10 ore, poi entrano in circolo e nei tessuti connettivi dove 
svolgeranno la loro funzione nell'arco di 1-2 giorni, durata del loro ciclo vitale [2]. 
Granulociti neutrofili 
Rappresentano il 50-70% dei leucociti. Queste cellule prendono origine dal midollo 
osseo da una cellula progenitrice comune per tutte le cellule del sangue, e poi passa 
nel torrente circolatorio e, da lì, nei tessuti. Ogni giorno circa 100 miliardi di cellule 
staminali del midollo osseo si differenziano in granulociti neutrofili, i quali hanno 
però una vita abbastanza breve: dalle 7 alle 10 ore in circolo e circa 3 giorni nei 
tessuti. I neutrofili sono cellule molto mobili dotate di attività fagocitaria, 
intervengono nelle fasi iniziali della risposta infiammatoria. Nel sesso femminile 
possono presentare un nucleo con appendice di cromatina a bacchetta di tamburo, il 
cosiddetto “Corpi di Barr" (cromosoma X). Contengono vari enzimi idrolitici, 
perossidasi, lactoferrina, lisozima ed enzimi in grado di degradare i mediatori 
dell'infiammazione (detriti, batteri, danni fisici). Una volta migrati nel tessuto 
infiammato e svolta la loro azione muoiono e insieme ai detriti cellulari e al materiale 
degradato [3]. 
Granulociti eosinofili 
Gli eosinofili sono cellule con nucleo in genere bilobato, e numerosi granuli con 
proprietà tintoriali acidofile (si colorano con coloranti acidi come l'eosina, da cui il 
nome eosinofili). I granuli contengono: idrolasi lisosomiali e perossidasi, nonché due 
proteine caratteristiche, la Proteina Basica Maggiore (MBP) e la Proteina Cationica 
degli Eosinofili (ECP), sostanze ad elevato potere citotossico nei confronti di batteri e 
di cellule in generale. Sembrano essere principalmente presenti nelle aree connettivali 
appartenenti all'intestino e delle vie respiratorie.  
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Gli eosinofili sono in grado di movimento e di attività fagocitaria, ma intervengono 
raramente in processi infiammatori e infettivi (ruolo svolto prevalentemente dai 
neutrofili), mentre si può dimostrare "eosinofilia" (ovvero un loro aumento di numero 
rispetto alle condizioni fisiologiche) in caso di risposte allergiche o di parassitosi 
(infestazioni da parassiti) [4]. 
Granulociti basofili 
I basofili hanno un nucleo bilobato o a forma di S, in genere oscurato dagli 
abbondanti granuli basofili che, colorandosi intensamente, impediscono di vedere 
distintamente il nucleo. I loro granuli contengono istamina, eparina, leucotrieni e vari 
enzimi quali perossidasi, fosfatasi acida, arilsolfatasi. Svolgono funzione analoga a 
quella dei mastociti (principale differenza tra i due tipi cellulari è la localizzazione: i 
mastociti sono infatti cellule residenti nei tessuti connettivi propriamente detti, 
soprattutto connettivi lassi). In seguito a stimolazione, che può essere sia aspecifica 
che specifica (mediata dal riconoscimento di specifici antigeni, soprattutto da parte 
delle IgE) vanno incontro ad una degranulazione massiva con liberazione di istamina, 
che determina vasodilatazione e un aumento della permeabilità vasale. In genere la 
vasodilatazione è locale, ma in casi estremi può essere generalizzata: in questo caso si 
può avere uno shock anafilattico, che è caratterizzato da un brusco calo della 
pressione arteriosa [4]. 
Fagocitosi 
I macrofagi posseggono sulla loro superficie cellulare dei recettori di membrana con 
cui captano i microrganismi o altre particelle.  
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In particolare ricordiamo tra tali recettori il CD 14 che riconoscere LPS (strato 
lipopolisaccaridico, struttura tipica dei GRAM negativi), CD 16 che riconosce l'Fc 
(parte terminale) delle IgG e vari recettori per i fattori del complemento.  I recettori 
una volta attivati trasmettono dei segnali di rimodellamento della membrana cellulare 
che dapprima emette una estroflessione, quindi forma una rientranza sempre più 
profonda fino a quando le due estremità che avvolgono la particella non si toccano e 
si fondono fra loro. In questo modo il materiale estraneo si trova immerso nel 
citoplasma del macrofago formando una vescicola rivestita di membrana detta 
fagosoma. In seguito alla inglobazione del microrganismo si attiva un processo per 
cui il fagosoma viene avvicinato ai lisosomi fino a fondersi con essi formando il 
fagolisosoma [5]. Il materiale fagocitato viene così a contatto con vari enzimi 
contenuti nei lisosomi e quindi digerito. Tra questi enzimi ricordiamo: 
 La ossidasi fagocitica che converte l’ossigeno molecolare in prodotti intermedi 
reattivi dell’ossigeno che esplicano una azione tossica sui microrganismi. Una 
carenza genetica di tale enzima caratterizza la malattia granulomatosa cronica: 
in questa immunodeficienza i fagociti non riescono a eliminare i microbi e 
quindi l’organismo tenta di arginare l’infezione richiamando un numero 
sempre più grande di linfociti e macrofagi con formazione di granulomi. 
 La sintetasi inducibile dell’ossido nitrico che converte l’arginina in ossido 
nitrico dotato di attività microbicida. 
 Le proteasi lisosomiali che digeriscono le proteine batteriche, ad esempio: 
lisozima, proteine cationiche, defensine a ph acido e lattoferrine. 
Bisogna comunque sottolineare che una reazione infiammatoria molto energica 
può portare alla liberazione di enzimi lisosomiali nello spazio extracellulare 
con danno ai tessuti dell’ospite stesso. 
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Questo fenomeno accade in particolare ai macrofagi alveolari quando cercano 
di fagocitare fibre di amianto: la fagocitosi frustrata comporta la dannosa 
extravasazione del liquido lisosomiale nello spazio extracellulare causando un 
processo infiammatorio.  
Tra le funzioni effettrici dei macrofagi troviamo anche la capacità di lisare cellule 
opsonizzate da anticorpi o da fattori del complemento (ADCC). Queste funzioni dei 
fagociti mononucleati sono possibili grazie alla presenza sulla membrana 
citoplasmatica di quest'ultimi di recettori specifici: CD16 che riconosce l'Fc (parte 
terminale) delle IgG e diversi recettori per le molecole del complemento. L'azione 
citotossica dei macrofagi sulle cellule infettate è molto diversa dalla fagocitosi, che 
sarebbe improponibile viste le dimensioni delle cellule da eliminare. La ADCC 
prevede infatti l'"iniezione" di organelli killer da parte del fagocita mononucleato 
verso la cellula bersaglio, la quale va incontro a lisi [6]. 
Meccanismo d’azione dei Polimorfonucleati (PMN) 
I granulociti neutrofili polimorfonucleati (PMN) sono considerati le cellule più 
importanti della risposta difensiva dell'ospite ad una aggressione batterica. Il loro 
complesso meccanismo di azione si compone di diverse fasi: rotolamento e adesione 
labile alle pareti dei vasi sanguigni, adesione stabile all'endotelio attivato nella 
regione infiammata, diapedesi, chemiotassi, fagocitosi del batterio, che infine 
neutralizzano rilasciando enzimi idrolitici o producendo sostanze tossiche. Ciascuna 
di queste fasi è controllata da interazioni tra cellule e numerosi componenti 
molecolari del sistema immunitario, che generano precisi segnali, riconosciuti ed 
interpretati dalle cellule stesse. Nel processo di adesione all'endotelio, in particolare, 
sono coinvolte molte classi di molecole (selectine, integrine, ICAM, ecc.), ciascuna 
delle quali interviene in un momento preciso, ma il cui ruolo non è fine a se stesso.  
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L'adesione primaria delle selectine con i propri ligandi, infatti, può indurre 
l'espressione delle integrine e di specifici fattori chemiotattici (ICAM-1, IL-8) 
prodotti dall'epitelio giunzionale, essenziale per aiutare i PMN ad orientarsi nel 
traffico molecolare [7]. Tra i meccanismi posseduti dai PMN per neutralizzare i 
microrganismi durante l'infiammazione, è stata recentemente evidenziata l'importanza 
della produzione del monossido d'azoto (NO).  L'immunità innata riconosce i 
patogeni perché i recettori delle sue cellule si legano a delle molecole o porzioni di 
molecole caratteristiche che non sono espresse dalle cellule dell'organismo in cui 
viene attuata, sono perciò identificate come non self. La gamma di molecole 
riconosciuta dall'immunità innata, nota come profili molecolari associati ai patogeni 
(PAMP, Pathogen Associated Molecular Patterns) è tuttavia limitata, ridotta a circa 
un migliaio di strutture differenti, dal momento che i recettori per il riconoscimento 
dei profili (Pattern Recognition Receptors, PRR) hanno una variabilità molto 
inferiore rispetto a quelli dell'immunità adattativa, che può riconoscere diversi milioni 
di molecole differenti. Alcuni dei PAMP più comuni sono il lipopolisaccaride (LPS) 
espresso da molti batteri, gli RNA a doppio filamento virali, i peptidi contenenti N-
formilmetionina esclusivi dei batteri (e delle proteine mitocondriali), le sequenze 
CpG non metilate, alcuni oligasaccaridi ricchi di mannosio e fucosio delle membrane 
batteriche o acido teicoico [8]. I recettori PRR sono codificati nella linea germinativa 
e sulle cellule di una stessa linea tutti i recettori sono identici. L'efficacia di questo 
tipo di risposta immunitaria risiede nel fatto che colpisce quasi sempre strutture 
essenziali per la sopravvivenza del patogeno, per esempio il lipopolisaccaride della 
parete cellulare batterica, per cui difficilmente il “non self” non viene riconosciuto. 
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 Anche alcune molecole rilasciate da cellule danneggiate chiamate "profili molecolari 
associati al danno" (Damage Associated Molecular Patterns, DAMP) sono 
riconosciute dall'immunità innata che viene quindi stimolata ad eliminare queste 
cellule [9].  
Recettori 
I recettori dell'immunità innata sono proteine che possono trovarsi sia sulla 
membrana plasmatica di alcune cellule immunitarie sia all'interno del loro citoplasma 
o sulla membrana degli endosomi, ma possono anche essere proteine disciolte nel 
sangue oppure in liquidi extracellulari. Sono espressi da linfociti, macrofagi, 
granulociti neutrofili, cellule dendritiche, cellule epiteliali e cellule endoteliali. 
 Il loro compito è quello di legarsi a strutture molecolari specifiche presenti su di un 
microbo e successivamente di attivare una trasduzione del segnale intracellulare che 
scatena una risposta effettrice che può provenire dalla cellula stessa oppure da altre 
cellule (fagociti e linfociti NK) reclutate da mediatori chimici come le citochine. Le 
principali classi di PRR associati alla cellula identificate sono i recettori Toll-like 
(TLR, Toll-like receptors), le lectine di tipo C, i recettori del peptide Met-Leu-Phe 
formilato, i recettori scavenger, gli NLR e le proteine della famiglia CARD [10]. 
 I recettori toll-like receptor (TLR) sono una famiglia di PRR che devono il 
loro nome al recettore Toll, identificato per la prima volta in Drosophila e sono 
la classe principale di recettori dell'immunità innata. Nell'uomo esistono undici 
recettori Toll-like, numerati da TLR1 a TLR11, caratterizzati da motivi ripetuti 
di leucina e sequenze ricche di cisteina sulla porzione extracellulare e da un 
dominio conservato Toll\IL-1R (dominio conservato omologo a Toll) nella 
porzione intracellulare, che svolge un ruolo di primo piano nella trasduzione 
del segnale. Alcuni TLR (TLR 1, 2, 4, 5, 6) sono recettori transmembrana 
collocati nella membrana plasmatica, altri (TLR 3, 7, 8, 9, 10, 11) si trovano 
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nella membrana degli endosomi, del reticolo endoplasmatico rugoso o 
comunque sulla membrana di organelli intracellulari [11].  
I TLR riconoscono molecole espresse comunemente dai batteri o dai virus come 
lipopolisaccaride, acido teicoico, lipoarabinomannano, flagellina, CpG non metilate, 
RNA a singola e doppia elica (questi ultimi sono riconosciuti in particolare dai TLR 
intracellulari). Dopo il legame con la rispettiva molecola del microbo scatenano la 
trasduzione del segnale che mediante una cascata di proteine attiva infine dei fattori 
trascrizionali come NF-kB o IRF, i quali trascrivono geni coinvolti nell'immunità 
innata, come quelli che codificano per citochine infiammatorie, alcune chemochine, 
molecole di adesione all'endotelio. I TLR sono espressi da macrofagi, granulociti 
neutrofili, cellule dendritiche, cellule dell'epitelio delle mucose e cellule endoteliali 
[12]. 
 Le lectine di tipo C sono proteine transmembrana calcio-dipendenti che legano 
alcuni polisaccaridi batterici come i glucani legati in posizioni insolite per i 
mammiferi ma molto comuni nei patogeni (come β-1,3 o β-1,6) espresse 
principalmente da macrofagi e cellule dendritiche. Una delle lectine di tipo C 
più comuni ed espresse è il recettore per il mannosio, di cui le pareti cellulari 
batteriche sono ricche. Le vie di trasduzione scatenate dalle lectine di tipo C 
confluiscono spesso con quelle attivate dai recettori di altri TLR. 
 I recettori del peptide Met-Leu-Phe formilato riconoscono peptidi batterici 
contenenti N-formilmetionina, un amminoacido non utilizzato dalle cellule dei 
mammiferi se non in ambito mitocondriale ma presente come amminoacido 
iniziale in tutte le proteine batteriche. Sono proteine transmembrana a sette 
passaggi associate a proteine G (GPCR, G Protein Coupled Receptors), per cui 
allo stato inattivo sono legati a proteine G eterotrimeriche alla cui subunità α è 
legato GDP, mentre allo stato attivo, quando il ligando si lega al dominio per il 
ligando del recettore, il GDP è scambiato con GTP. La trasduzuone del segnale 
di questa tipologia di recettori tende a determinare come risposta un aumento 
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del Ca2+ nel citoplasma, con conseguente aumento della motilità del 
citoscheletro (fondamentale per le cellule fagocitarie) e l'attivazione della 
proteina chinasi C (PKC). Due dei recettori più noti di questa categoria sono 
FPR, espresso nei granulociti neutrofili e FPRL1, espresso nei macrofagi. 
 I recettori scavenger sono una classe di PRR espressi dai fagociti. Sono 
strutturalmente eterogenei ma tutti permettono l'ingresso di lipoproteine a 
bassa densità (LDL) ossidate o acetilate nelle cellule immunitarie. Alcuni dei 
più noti recettori di questa famiglia sono CD36 (SCARB3), CD68, SRB1, 
LOX1, i recettori scavenger di classe A (SCARA1, 2, 3, 4, 5) o quelli di classe 
B (SCARB1, 2). 
 Gli NLR sono proteine citoplasmatiche che riescono a riconoscere specifiche 
molecole batteriche qualora queste si trovassero all'interno di una cellula. In 
risposta al riconoscimento di una molecola batterica come il peptidoglicano, 
scatenano la trasduzione del segnale che attiva NF-kB il quale trascrive geni 
coinvolti nelle risposte infiammatorie. I membri più noti di questa categoria 
sono i recettori Nod (Nucleotide binding Oligomerization Domain) come 
Nod1, Nod2, Nod3, e i recettori NALP (NACHT-LRR and pyrin domain 
containing Proteins) come NALP1, NALP2, NALP3. 
 Le proteine CARD (Caspase Activation and Recruitment Domain-containing 
proteins) sono recettori citoplasmatici contenenti il dominio CARD che 
riconoscono l'RNA virale. Attivano vie di segnalazione che portano 
all'attivazione di IRF o NF-κB e dunque alla produzione di interferoni. Le più 
note sono RIG-I e MDA5 [13]. 
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Trasduzione del segnale 
Quando un recettore TLR si lega alla struttura che riconosce mediante il suo dominio 
di legame dimerizza con un altro TLR che può essere identico (omodimerizzazione) o 
differente (eterodimerizzazione). I TLR della membrana plasmatica tendono a 
dimerizzare tra loro e così quelli presenti sulla membrana degli endosomi. La 
dimerizzazione sembra seguire schemi specifici per ciascun PAMP. In alcuni casi il 
processo è più complesso e coinvolge delle proteine e dei recettori accessori. Nel 
caso del lipopolisaccaride (LPS) esso si associa prima a LPB (LPS binding protein), 
una proteina solubile presente nel plasma, poi questo complesso si lega al recettore 
CD14, una proteina estrinseca legata alla membrana plasmatica da 
glicofosfatidilinositolo. A questo punto LPB si distacca ed interviene la proteina 
MD2 che media l'attacco di CD14-LPB-LPS con il recettore Toll-like TLR4. Non è 
stato ancora definito se vi sia o meno un contatto diretto tra il lipopolisaccaride e 
TLR4. Una volta che il recettore è stato attivato dal ligando recluta diverse proteine 
adattatrici che interagiscono con il suo dominio TIR poiché possiedono anch'esse un 
dominio TIR.  Tutti i recettori TLR tranne TLR3 reclutano MyD88 ed insieme ad 
esso formano combinazioni di proteine adattatrici tra le quali figurano MAL (MyD88 
Adapter Like), TRIF (TIR domain containing adapter Inducing Interferon β) e 
TRAM (Trif-Related Adapter Molecule). MyD88 e MAL attirano proteine IRAK (IL-
1 Receptor Associated Kinase) come IRAK1 e IRAK4, che a loro volta interagiscono 
con TRAF6 (TNF Receptor Associated Factor 6) il quale attiva TAK1 (TGF-β 
Activated Kinase), che da inizio alla cascata delle MAP-chinasi e attiva le chinasi IκB 
[14]. La cascata delle MAP-chinasi attiva i fattori di trascrizione NF-κB, Fos e Jun, 
gli ultimi due si associano formando il complesso di trascrizione AP-1.Tali fattori 
trascrivono geni codificanti interleuchine (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12), fattore di necrosi 
tumorale (TNF), E-selectina, MCP-1.  
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I recettori TLR endosomiali come TLR3 e TLR9 reclutano rispettivamente TRIF e 
MyD88, il primo attiva TBK1 e successivamente IRF3, mentre il secondo attiva 
IRAK1 o IRAK4 che attivano TRAF6 e quindi la cascata della MAP chinasi e NF-
κB, mentre le IRAK attivano IRF7, che trascrive geni che codificano per interferoni 
[15]. 
Produzione di citochine 
In seguito all’attivazione sollecitata dai microrganismi i macrofagi, come peraltro 
anche altre cellule del sistema immunitario, producono delle sostanze chiamate 
citochine: esse sono delle proteine che fanno da collegamento tra i diversi tipi di 
cellule coinvolte nell’infiammazione e nell’immunità. I microbi si legano tramite un 
componente liposaccaridico detto LPS delle loro endotossine ad un recettore espresso 
sulla membrana dei macrofagi. Questo induce i macrofagi a secernere le seguenti 
citochine: 
 Fattore di necrosi tumorale (TNF): oltre che dai macrofagi è prodotto dai 
linfociti T, determina infiammazione attivando i neutrofili e le cellule 
endoteliali, nonché attivazione della coagulazione. Agisce inoltre 
sull’ipotalamo provocando febbre, sul fegato stimolando la sintesi delle 
proteine della fase acuta, sul muscolo e sul tessuto adiposo favorendo il 
catabolismo e nei casi estremi la cachessia. A concentrazioni elevate provoca 
vasodilatazione marcata e riduzione della contrattilità miocardica: con questo 
meccanismo si determinano ipotensione e formazione di trombi e nei casi più 
gravi shock. 
 Interleuchina 1 (IL-1): è prodotta anche dalle cellule endoteliali e possiede 
effetti molto simili al TNF. 
 Interleuchina 12 (IL-12): è prodotta anche dalle cellule dendritiche. Sui 
linfociti T e sui linfociti NK stimola la sintesi di interferon-gamma (IFN-γ) che 
amplifica la risposta degli stessi macrofagi. Sui linfociti T la differenziazione 
verso la linea Th1. 
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 Interferon-alfa (IFN-α): è prodotto in caso di infezioni virali ed è capace di 
inibire la replicazione dei virus. 
Chemiotassi leucocitaria 
Le due categorie più importanti di leucociti coinvolte nel processo infiammatorio 
sono i granulociti neutrofili e i macrofagi (monociti nel flusso sanguigno), tuttavia, a 
seconda dello stimolo infiammatorio possono essere coinvolte altre classi di leucociti 
come i linfociti, i granulociti eosinofili e basofili o mastociti. Una funzione 
fondamentale dell’infiammazione è quella di permettere ai leucociti di giungere nella 
sede del danno e, quindi, di fagocitare agenti lesivi, uccidere batteri, degradare il 
tessuto necrotico e gli agenti estranei. Questo processo richiede l'attraversamento 
dell'endotelio vascolare delle venule post-capillari, che avviene in cinque fasi: la 
marginazione, il rotolamento, l'adesione, la diapedesi e la chemiotassi. Normalmente 
il flusso sanguigno all'interno delle venule può essere descritto in modo 
approssimativo come composto di una colonna centrale in cui decorrono gli eritrociti 
e di uno spazio circostante prossimo alla parete endoteliale in cui decorrono 
prevalentemente leucociti di ogni tipo.  La stasi ematica, una delle alterazioni che si 
verificano nel processo infiammatorio in conseguenza dell'aumento del calibro delle 
venule e dei letti capillari, favorisce la diminuzione di tensione delle pareti dei vasi 
sanguigni, ne consegue che molti più leucociti vengono confinati in prossimità 
dell'endotelio determinando quel fenomeno noto come marginazione [16]. La stretta 
vicinanza con la parete endoteliale determina per i leucociti maggiori probabilità di 
adesione alla parete dell'endotelio qualora le cellule endoteliale e i leucociti stessi 
siano attivati da citochine. In tal caso i leucociti tendono a legarsi più volte ma in 
modo transitorio alle cellule endoteliali con legami deboli che vengono generalmente 
distrutti dal flusso sanguigno impendendo al leucocita l'adesione e facendolo rotolare 
lungo la parete del vaso (rotolamento). 
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 Il rotolamento dei leucociti è determinato da una classe di proteine di adesione note 
come selectine e dai loro ligandi specifici e complementari, espressi sia dall'endotelio 
che dai leucociti. I leucociti esprimono L-selectina, il cui ligando sulla superficie 
della membrana plasmatica delle cellule endoteliali sono GlyCam-1 (Glycosylation-
dependent Cell adhesion molecule-1) e CD34. Le cellule endoteliali esprimono E-
selectina e P-selectina, il cui ligando espresso dai leucociti è una proteina modificata 
con sialil-Lewis X. La P-selectina è conservata all'interno delle cellule endoteliali nei 
granuli chiamati corpi di Weibel-Palade e viene traslocata sul polo vasale membrana 
plasmatica sotto stimolazione da parte di istamina, trombina e fattore di attivazione 
delle piastrine (PAF). L'espressione delle altre selectine è mediata dalle citochine 
TNF (tumour necrosis factor) e IL-1, che vengono secrete prevalentemente dai 
macrofagi durante l'infiammazione. Il rotolamento dei leucociti li rallenta e permette 
la fase successiva, l'adesione, mediata da proteine eterodimeriche presenti sulla 
superficie leucocitaria note come integrine e dai loro ligandi sull'endotelio. Le 
integrine collocate sulla membrana dei leucociti si trovano normalmente in uno stato 
a bassa affinità. L'aumento dell'affinità di queste proteine avviene ad opera delle 
chemochine secrete anch'esse dai macrofagi e da altri leucociti durante il processo 
flogistico che si legano ai proteoglicani dell'endotelio e quindi attivano le integrine 
dei leucociti [17]. Le Integrine più rappresentate sono LFA-1 e Mac-1 nei granulociti 
neutrofili, nei linfociti e nei monociti e VLA-4 nei granulociti eosinofili, monociti e 
linfociti. I loro ligandi sono rispettivamente ICAM-1 (inter-cellular adesion 
molecule-1) e VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1), la cui espressione è 
stimolata ancora una volta da TNF e IL-1. L'interazione tra integrine e i loro ligandi 
permette l'adesione dei leucociti alla parete endoteliale. Una volta adesi all'endotelio i 
leucociti sono attirati verso la sede d'infezione dal gradiente di concentrazione delle 
chemochine, prodotte da altre cellule mediatrici della risposta infiammatoria.  
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Prima di giungere in sede, però, devono migrare attraverso l'endotelio e la sua lamina 
basale tramite un processo che prende il nome di diapedesi e che si verifica 
prevalentemente nelle venule. I leucociti migrano attraverso l'endotelio a livello delle 
giunzioni intercellulari tra cellule endoteliali che durante il processo flogistico 
risultano generalmente allargate a causa della retrazione delle cellule endoteliali 
indotta da istamina e ossido d'azoto oppure per danno diretto dell'endotelio [18]. La 
migrazione avviene tramite diverse molecole di adesione, tra cui una delle più note è 
PECAM-1, espressa sia sulle giunzioni intercellulari dell'endotelio che sui leucociti. 
La membrana basale viene attraversata mediante la secrezione di collagenasi, che la 
degradano.  Giunti nello spazio extracellulare migrano verso la sede di lesione 
seguendo il gradiente di concentrazione delle chemochine (chemiotassi) e facendosi 
strada attraverso la matrice extracellulare mediante legami con i proteoglicani. Le 
chemochine sono un gruppo eterogeneo di molecole esogene ed endogene che 
attirano i leucociti, tra le esogene vi sono ad esempio il lipopolisaccaride (LPS) di 
molti batteri, peptidi contenenti l'amminoacido N-formilmetionina (presente solo nei 
batteri e nei mitocondri), tra le endogene alcune citochine (come IL-8), proteine del 
complemento, leucotriene B4. Queste molecole raggiungono il leucocita e si legano a 
specifici recettori sulla sua superficie, appartenenti generalmente ai GPCR (recettori 
accoppiati a proteine G) i quali attraverso diverse vie di segnalazione generano 
secondi messaggeri che convergono sulla proteina Rho e simili GTPasi (Rac, cdc42) 
[19]. Queste proteine G sono fondamentali per la polimerizzazione dell'actina G nei 
filamenti di actina F e siccome questa proteina è la principale responsabile assieme 
alla miosina del movimento cellulare dei leucociti ne permettono la migrazione sino 
alla sede di lesione. Generalmente l'actina costituisce l'impalcatura dei filopodi e ne 
permette l'estensione nel senso di marcia del leucocita.  
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I filopodi permettono la trazione anteriore mentre la miosina si dispone 
posteriormente aiutando a trascinare il grosso della cellula in avanti. I leucociti 
(neutrofili, basofili, eosinofili, monociti) seguono tutti le stesse modalità di 
migrazione, i neutrofili, però, avendo vita più breve, vanno incontro ad apoptosi e 
scompaiono in 24-48h. I monociti si trasformano in macrofagi e hanno vita più lunga 
[20]. 
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NECROSI 
 
Con il termine necrosi (νέκρωσις,nècrōsis, «la fase di morte, l'atto di uccidere», 
derivato di νεκρός,nekròs, «cadavere») si indica l'insieme dei fenomeni 
morfologicamente osservabili cui la cellula va incontro in seguito a morte prematura 
per cause non naturali nei tessuti viventi. Le possibili cause di necrosi sono molte: 
ipossia, temperature estreme prodotte da batteri, virus lisogeni infettanti, traumi. 
Questo fenomeno è diverso dall'apoptosi che è una causa naturale della morte 
cellulare. Mentre l'apoptosi fornisce spesso effetti benefici per l'organismo, la necrosi 
è quasi sempre dannosa e può anche rivelarsi fatale. Le cellule che muoiono a causa 
di necrosi solitamente non inviano segnali chimici al sistema immunitario cosa che 
invece accade quando si verifica l'apoptosi. Questo impedisce ai fagociti nelle 
vicinanze di localizzare e inghiottire le cellule morte e così avviene un accumulo di 
tessuto necrotico e detriti cellulari in corrispondenza o in prossimità del sito della 
morte cellulare. Per questa ragione si rende spesso necessaria l'asportazione 
chirurgica del tessuto necrotico [21]. 
Morfologicamente esistono i seguenti tipi distinti di necrosi: 
Necrosi coagulativa: si verifica di solito in un ambiente povero di ossigeno. La 
forma delle cellule e l'architettura tissutale si conserva dopo la loro morte e può 
essere osservata con un microscopico (come nell' infarto del miocardio si osserva  
picnosi del nucleo ipereosinofilia dei miociti, necrosi a bande di contrazione, 
infiltrato neutrofilo iniziale e della milza e nei reni) 
Necrosi colliquativa o liquefativa: avviene per digestione delle cellule morte. Il 
tessuto normale lascia spazio ad una massa liquida viscosa, contenente un accumulo 
di leucociti ed enzimi con formazione di pus (leucociti morti), come nella polmonite. 
Necrosi grassa o steatonecrosi: è causata dall'azione degli enzimi lipasi sui tessuti 
grassi (come nella pancreatite acuta). 
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Necrosi Fibrinoide: è causata da danni vascolari immuno-mediati. Si distingue per 
i depositi di materiale proteico simile alla fibrina sulle pareti delle arterie, che 
appaiono macchiate ed acidofile al microscopico ottico. 
Necrosi asettica o osteonecrosi: è causata dalla scarsa circolazione sanguigna che 
può determinare la "morte" della parte ossea colpita. 
Necrosi caseosa: un misto di necrosi coagulativa e colliquativa per esempio nella 
tubercolosi, ha aspetto di muco. 
Necrosi gangrenosa: termine non specifico per pattern di necrosi, viene utilizzato 
in clinica per indicare situazioni quali un arto non perfuso, corrisponde ad una necrosi 
coagulativa su più strati tissutali. La causa diretta è un insufficiente apporto di sangue 
al tessuto, che spesso viene rapidamente invaso da batteri (infiammazione batterica 
superimposta) dando "gangrena umida". 
Necrosi suppurativa: costituita da cellule distrutte ed elementi infiammatori 
migrati nell'area interessata. Viene a formarsi un pus ricco di detriti cellulari, acidi 
nucleici liberi e plasmaproteine. La necrosi a differenza dell'apoptosi provoca una 
reazione infiammatoria [21]. 
 
Fig. 1: meccanismi cellulari di Necrosi e Apoptosi 
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APOPTOSI 
 
Il termine apoptosi (coniato nel 1972 a partire dal termine greco che indica la caduta 
delle foglie e dei petali dei fiori) indica una forma di morte cellulare programmata. 
Si tratta di un processo ben distinto rispetto alla necrosi cellulare, e in condizioni 
normali contribuisce al mantenimento del numero di cellule di un sistema. Di fatto 
negli ultimi anni si sono identificati svariati meccanismi di morte con caratteristiche 
più o meno simili ora all'apoptosi, ora alla necrosi. Oggi la maggior parte degli autori 
è concorde nel definire l'apoptosi come un meccanismo di morte cellulare 
programmata che presenti coinvolgimento delle caspasi. Al contrario della necrosi, 
che è una forma di morte cellulare risultante da un acuto stress o trauma cellulare, 
l'apoptosi è portata avanti in modo ordinato e regolato, richiede consumo di energia 
(ATP). L'apoptosi può avvenire quando una cellula è danneggiata oltre le proprie 
capacità di riparazione, oppure infettata da un virus.  Il segnale apoptotico può venire 
dalla cellula stessa, dal tessuto circostante o da cellule del sistema immunitari [22]. 
Una cellula in apoptosi mostra evidenti caratteristiche morfologiche individuabili al 
microscopico: 
1. La cellula diventa sferica e perde contatto con le cellule adiacenti. Questo avviene 
perché le proteine del citoscheletro vengono digerite da specifiche peptidasi 
(CASPASI) che sono state attivate all'interno del citoplasma. 
2. La cromatina comincia a essere degradata e condensata (il nucleo al microscopio 
risulta eterocromatico). 
3. La cromatina continua il processo di degradazione (in tipici frammenti lunghi 200 
paia di basi circa) e condensazione in corpi addossati al nucleolemma. A questo 
punto caspasi specializzate sono già a uno stadio avanzato di degradazione delle 
proteine dei pori nucleari e hanno iniziato la degradazione delle lamine, le proteine 
che “foderano” l'interno della membrana nucleare.  
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4. Va notato che, mentre il primo stadio di condensazione della cromatina è stato 
osservato in cellule non apoptotiche, questo stadio avanzato (chiamato picnotico) è 
considerato preludio dell'apoptosi. 
5.Il nucleolemma diventa discontinuo e le molecole di DNA sono frammentate (il 
processo è definito carioressi. Il nucleo si rompe in alcuni “corpi cromatinici” o 
“unità nucleosomiali”. 
6.Il plasmalemma rimane intatto ma presenta invaginazioni e protrusioni, da cui 
avranno origine i corpi apoptotici. 
7.La cellula è fagocitata oppure si divide in più vescicole chiamate corpi apoptotici, 
grazie a un processo che prende il nome di BLEBBING, che sono in seguito 
fagocitati [23]. 
Processo biochimico in corso di Apoptosi 
Le CASPASI sono normalmente soppresse dalla proteina IAP (inibitrice 
dell'apoptosi). Quando una cellula riceve uno stimolo apoptotico, IAP è silenziata da 
SMAC/DIABLO (Secondo Attivatore Mitocondriale delle Caspasi-Second 
Mitochondria-derived Activator of Caspases/Proteina legante un inibitore diretto 
dell'apoptosi con basso punto isoelettrico-Direct Inibitor of Apoptosis-Binding 
protein with Low Isoelectrical Point) una proteina mitocondriale, che è rilasciata nel 
citosol. SMAC/DIABLO lega IAP, e legandosi "inibisce l'inibitore" che prima evitava 
di far iniziare la cascata apoptotica. I due processi estrinseci maggiormente inmplicati 
nell'innesco dell'azione delle caspasi sono:le vie del TNF e Fas-L. Il fattore di necrosi 
tumorale (Tumor Necrosis Factor o TNF), una proteina di 157 amminoacidi con 
funzione di segnale intercellulare (appartenente alla classe delle citochine), è prodotta 
principalmente dai macrofagi, ed è il principale mediatore estrinseco dell'apoptosi. La 
membrana cellulare ha due recettori specializzati per TNF: TNF-R1 e TNF-R2. 
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 Il legame del TNF al TNF-R1 è considerato l'innesco della via che attiva le caspasi 
[24]. La via di FasL è quasi sovrapponibile a quella innescata da un altro fattore pro-
apoptotico solubile, il TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) tuttavia è 
importante precisare che la maggior parte delle linee cellulari è più sensibile al 
TRAIL che non a FasL, per motivi ancora non del tutto elucidati. Il recettore Fas (o 
Apo-1 o CD95), è un altro recettore dei segnali apoptotici estrinseci e appartiene alla 
superfamiglia dei recettori TNF. Fas è una proteina transmembrana ed è parte della 
famiglia dei TNF, essa presenta un Dominio di Morte (o Death Domain, DD) privo di 
attività catalitica. L'interazione ligando-recettore causa il legame del DD con proteine 
adattatrici quali FADD (FAS Associated protein with Death Domain), TRADD 
(Tumor necrosis factor Receptor type 1-Associated DEATH Domain protein) e RIP, 
una proteina chinasi in grado di innescare il processo necroptotico. FADD e TRADD 
presentano, nella regione N-terminale, un dominio, detto Death Effector Domain 
(DED), che, avendo legato le procaspasi 8 o 10 (con formazione del così detto DISC 
(Death Inducing Signalling Complex), le attiva per taglio proteolitico [25]. Le caspasi 
8 e 10 sono caspasi "iniziatrici", esse per l'appunto non degradano direttamente i 
substrati proteici cellulari, bensì si occupano di clivare, attivando, altre caspasi 
iniziatrici ed esecutrici, direttamente responsabili della morte cellulare. Prende così 
vita un processo di amplificazione enzimatica che rende la morte assai rapida ed 
efficiente. La modalità di attivazione delle caspasi appena descritta è detta "via 
apoptotica estrinseca". Altra via che può portare all'attivazione delle caspasi è la via 
intrinseca, il nome non deve trarre in inganno poiché se è vero che questa può essere 
attivata da segnali squisitamente intracellulari essa viene ampiamente regolata da 
segnali di provenienza extracellulare; inoltre anche la via estrinseca può essere 
attivata dalla stessa cellula morente (azione autocrina di FASe TRAIL).  
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Protagonista assoluto di questa pathway, essa regola la permeabilità della membrana 
mitocondriale esterna (OMM) e comprende sia membri pro- che antiapoptotici. 
Questa famiglia è composta da proteine transmembrana (localizzate sulla OMM) e 
solubili, le solubili (Bid, Bad, Bim, Noxa) tutte ad azione proapoptotica [26]. Quando 
i segnali di sopravvivenza prevalgono su quelli di morte le proteine transmembrana 
proapoptotiche (Bax, Bak) vengono legate e inibite dai membri antiapoptotici (Bcl-2, 
Bcl-XL, Bcl-w), qualora invece prevalgano i segnali di morte Bax e Bak possono 
formare degli oligomeri che permettono, direttamente o indirettamente, la fuoriuscita 
di fattori in grado di innescare l'apoptosi qualora si trovino nel citosol. Tra questi 
fattori, di rilevanza assoluta sono il CITOCROMO C, SMAC/DIABLO, AIF (il 
Fattore che Induce l'Apoptosi) e l'endonucleasi G. Il citocromo c, solitamente 
coinvolto nel trasporto di elettroni nella catena respiratoria (dal complesso III al IV), 
una volta rilasciato nel citosol lega APAF-1 (apoptotic peptidase activating factor 1) e 
la procaspasi 9 (caspasi iniziatrice) in un complesso multiproteico chiamato 
apoptosoma. La procaspasi9 risulta quindi processata proteoliticamente a caspasi 9 in 
un processo ATP dipendente. Va osservato, infine, che le vie apoptotiche riassunte 
precedentemente sono soggette a complessi meccanismi regolatori (quello che viene 
chiamato Cellular Signaling Network) e non c’è una relazione biunivoca tra la 
ricezione dei segnali TNF o FasL con un'esecuzione completa della via apoptotica. Il 
legame tra TNF e apoptosi dimostra il perché una produzione anormale di TNF giochi 
un ruolo fondamentale in varie malattie umane, specialmente (ma non solo) in quelle 
autoimmuni, come diabete e Sclerosi multipla [27]. 
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ISTONI 
Esistono cinque tipi di istoni comuni H1, H2A, H2B, H3, H4. Essi hanno in comune 
una struttura detta dominio histone-foldcomposta da 3 alfa eliche separate da 2 loop 
non strutturati. Ciascun istone dell'ottamero presenta poi una lunga coda N-terminale 
che si estende al di fuori del nucleosoma. Gli istoni H2A, H2B, H3, H4 si 
autoaggregano, formando un ottamero chiamato ottamero istonico, intorno al quale il 
DNA si avvolge in modo sinistrorso per 1,67 giri, interagendo con gli istoni mediante 
interazioni non covalenti (es. legame idrogeno). Il complesso formato da DNA + 
ottamero istonico è detto Nucleosoma: 1,67 giri di elica sinistrorsa corrispondono a 
circa 200bp, di cui 150bp sono strettamente legate all'ottamero istonico mentre le 
restanti 50bp, distribuite in due pezzi da 25bp, si trovano legate ad H1, l'istone linker 
(queste 50bp sono dette DNA linker poiché permettono il legame tra due nucleosomi 
adiacenti) [28]. H1, infatti, riconosce una particolare sequenza interposta sul DNA 
linker e un'altra che si trova sull'ottamero e contemporaneamente li lega causandone 
un avvicinamento. Inoltre, grazie alle code presenti su entrambi i lati, l'istone H1 
interagisce con gli istoni H1 dei nucleosomi vicini, avvicinandoli e perciò 
compattando la cromatina. I punti di al 5' fosfato e al 3'-OH del DNA presente nel 
nucleosoma e legato agli istoni linker sono rispettivamente chiamati entry points ed 
exit points. Oltre ai quattro tipi di istoni di natura quasi esclusivamente strutturale 
(H2A, H2B, H2 e H4), ne esistono altri con differenti ruoli: 
 H2A.X: è un istone molto frequente nel genoma eucariotico che si sostituisce 
ad H2A. La sua funzione è implicata nella riparazione del DNA, specie da 
radiazioni. In caso di danneggiamento infatti viene fosforilato l'istone H2A.X 
più vicino al sito di rotturafungendo da segnale per richiamare in loco tutte le 
proteine e gli enzimi necessari alla riparazione del genoma. 
 H2A.Z: è una variante di H2A ed è presente in zone del genoma ad alto livello 
di trascrizione. Esso agisce reclutando un complesso di decondensazione e 
sfavorendo strutturalmente la formazione della fibra 30 nm. 
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 CENP.A:è un istone presente nel DNA centromerico che si sostituisce ad H3. 
La sua funzione è quella di mediare il legame del cromosoma al fuso mitotico 
durante il processo di mitosi. CENP-A ha un dominio histon-fold molto simile 
ad H3, ma possiede un'estremità N-teminale molto più lunga che possiede siti 
di legame per proteine che legano il Cinetocore 
Il ruolo fondamentale degli istoni è quello di organizzare il DNA, compattandolo in 
maniera ordinata, in modo tale da consentire alle cellule di conservarlo in un volume 
ristretto come quello del nucleo. Nell'uomo il fattore di compattazione del genoma è 
pari a quasi 10000 volte poiché quasi 2 m di genoma umano sono impacchettati in un 
nucleo di circa 2µm (10−6 m). Le code N-terminali degli istoni possono subire 
numerose modificazioni promosse da specifici enzimi che originano Acetilazione, 
Metilazione ed ubiquitinazione e fosforilazione [29].  
Tali modificazioni influiscono sulla struttura della cromatina facilitando la 
trascrizione di un gene la sua inibizione o altri importanti meccanismi. Esistono 
ormai molte prove che mostrano come molti attivatori della trascrizione posseggano 
attività istone-acetilasica; viceversa, molti repressori paiono possedere attività istone-
deacetilasica. Gli istoni, e quindi i nucleosomi non vanno pensati come entità 
completamente passive con funzioni puramente strutturali, ma come strutture 
dinamiche soggette ad un gran numero di modificazioni post-trasduzionali. Oggi è 
ormai evidente l'esistenza di un vero e proprio in codice istonico in grado di regolare 
l'espressione genetica in maniera epigenetica. [30] 
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Citrullinazione degli istoni 
Questa modifica degli istoni fu scoperta nel 2002 e venne imputata ad una classe di 
enzimi calcio-dipendenti chiamati peptidil-arginina deiminasi (PADs), di cui esistono 
almeno 3 isoforme. I modelli sperimentali di partenza furono Granulociti umani 
derivati dal differenziamento di cellule leucemiche HL-60. Nonostante siano state 
raccolte numerose evidenze sperimentali della cinetica enzimatica, della sua 
distribuzione intracellulare e degli stimoli fisiologici che potrebbero controllare 
l'attività di questi enzimi, il reale significato biologico di questa modificazione 
istonica è sotto acceso dibattito [31]. Le ipotesi più accreditate sembrano legare la 
citrullinazione istonica al fenomeno del differenziamento cellulare. Tramite questa 
modificazione permanente di certi residui di arginina negli istoni, infatti, verrebbero 
ad essere ostacolate molte delle altre modifiche post-traduzionali elencate prima 
(fosforilazione, acetilazione, ecc.) [32]. L'effetto biologico finale sarebbe la 
repressione generale dell'espressione genica. Esiste però qualche evidenza 
sperimentale che legherebbe la citrullinazione degli istoni con la trascrizione nucleare 
governata dagli estrogeni. I meccanismi di questa evenienza sono del tutto oscuri 
[33]. Un aspetto completamente nuovo di questo fenomeno risiede nel fatto che molte 
prove indicano come l'attività enzimatica delle PAD, in specie della PAD4, sia 
abnormalmente elevata in certe condizioni di autoimmunità, con speciale riferimento 
all' Artrite Reumatoide(RA). Inoltre la prevalenza dei soggetti affetti da RA mostra 
nel siero anche la presenza di anticorpi diretti contro la citrullina, da cui l'ipotesi che 
le PAD possano rappresentare una nuova classe di auto-antigeni. Una minore 
prevalenza di questi anticorpi è stata riscontrata anche in pazienti affetti da Lupus 
eritematoso sistemico (LES) e sclerosi multipla (MS) [34]. 
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 Dato che sono stati identificati persino alcuni inibitori delle PAD, l'interesse della 
farmacologia è nel trovare nuove molecole che blocchino la loro attività in queste 
condizioni di autoimmunità. Si potrebbe trattare di farmaci altamente specifici atti a 
combattere esclusivamente queste patologie [35]. 
 
 
 
Fig. 2:Meccanismo degli Istoni 
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NETOSI 
I polimorfonucleati (PMN), o neutrofili, costituiscono il sistema immunitario innato, 
ed esplicano rapidamente la loro azione direttamente nei tessuti o apparati dove si 
instaurano processi infettivo-infiammatori. Nel 1996, in seguito a stimolazione 
chimica di PMN con forbolo12-miristato 13-acetato (PMA), è stato descritto un 
meccanismo di morte cellulare programmata dei neutrofili distinta sia dalla necrosi 
che dall’ apoptosi. Successivamente nel 2004, Brinkmann et al scoprirono che i 
neutrofili erano in grado di intrappolare ed uccidere agenti patogeni esterni (batteri, 
funghi e protozoi) rilasciando nell’ambiente extracellulare fibrille di cromatina, 
innescando un meccanismo di morte cellulare diversa sia dall’apoptosi che dalla 
necrosi [36]. Questo particolare processo immunitario che porta alla formazione di 
trappole extracellulari dei neutrofili, prende il nome di Netosi. Trappole extracellulari 
dei neutrofili (NETs) sono strutture di cromatina cariche di molecole antimicrobiche. 
Ex vivo, sia in neutrofili vitali che quelli che vanno incontro a morte programmata 
possono essere stimolati a rilasciare NET, che saranno formati sia da cromatina 
nucleare che mitocondriale, rispettivamente. I neutrofili sono le principali cellule 
dell’immunità innata che vengono reclutate nel sito d’infezione con un continuo 
tourn-over del midollo osseo. La loro principale funzione è quella di inghiottire, 
opsonizzare e degradare patogeni avvalendosi anche della produzione sia di enzimi 
litici che della formazione di rete extracellulare, denominata appunto NET [37]. La 
sua struttura è formato principalmente da filamenti di cromatina di 15-17 nm di 
diametro costellati da strutture globulari di circa 50 nm di diametro [38].  I filamenti 
di cromatina sono composti da DNA ed istoni, che rappresentano il 70% del totale 
delle proteine formanti la trappola [39]. 
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Fig. 3: Fattori scatenanti la Netosi 
 
 
La composizione dei filamenti comprende strutture globulari formate da granuli 
primari e secondari dei neutrofili, come Elastasi neutrofila (ELA2), Mieloperossidasi 
(MPO), Catepsina G, Proteinasi 3, BPI (battericida cationico/permeabilità crescenti 
proteine), calgranulina, α-defensina, lattoferrina e il peptide LL-37 [40].  
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Tra i componenti terziari dei granuli, si includono: lametalloproteinasi-9 (MMP-9), il 
peptidoglicano e la proteina-S (pgrp-S). Sorprendentemente, la NET può non solo 
avere una morfologia strutturale allungata con filamenti sottili, ma può assumere la 
struttura cloud-like aumentando di 10-15 volte le dimensioni iniziali della cellula. In 
assenza di stimoli infettivi e/o infiammatori, i neutrofili subiscono continuamente 
apoptosi entro 24-48 ore sia in vivo che in vitro [41]. L’attivazione e la realizzazione 
del processo Netotico si sviluppa attraverso i seguenti passaggi fisiopatologici: la 
generazione di specie reattive dell'ossigeno (ROS) da parte della fosfato-nicotinamide 
adenina-diinucleotide (NADPH) ossidasi, la traslocazione dell'elastasi (ELA2) e della 
mieloperossidasi (MPO) dei neutrofili dai granuli citoplasmatici ai nuclei, la 
conversione dei residui di Arginina a Citrullina tramite l'azione della PAD4, 
necessaria per una corretta decondensazione della cromatina prima del rilascio, come 
NET in ambiente extracellulare e infine la rottura della membrana plasmatica 
cellulare [42]. Un ruolo centrale nell’azione antimicrobica dei neutrofili è costituito 
dalla produzione di Superossido (H2O2) da parte della NADPH-ossidasi per la 
distruzione di microorganismi patogeni e per la risoluzione del quadro infiammatorio 
[43]. La formazione della NET da parte dei neutrofili attivati si forma non solo 
dall’azione della NADPH-ossidasi con produzione di superossido ma anche dal 
meccanismo dell’Autofagia. Queste strutture (NET) sono composte da cromatina 
nucleare, associata principalmente ad istoni nucleari citrullinati (H3) e granuli 
proteici antimicrobici, nonché da alcune proteine citoplasmatiche. Gli effetti 
antimicrobici di questa rete extracellulare consistono nell’intrappolare agenti 
patogeni, successivamente distruggerli e degradarli attraverso la liberazione di 
sostanze microbicolitiche quali: specie reattive dell’ossigeno (ROS), 
Mieloperossidasi (MPO) ed Elastasi (ELA2).  Concentrazioni micromolari di istoni e 
del loro prodotto di clivaggio, come ad esempio il peptide “Buforin”, hanno effetti 
antimicrobici potenti, e vengono notevolmente potenziati se concentrati in strutture 
come la NET [44].  
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La “Rete” viene prodotta dai neutrofili in risposta ad insulti infiammatori (TNF-alfa, 
IL-8, LPS) o da microorganismi patogeni (batteri, funghi, protozoi), i quali posso 
modificare la loro struttura cellulare e produrre sostanze (DNasi) per inibire ed 
inattivare questo meccanismo di difesa immunitaria. 
 
 
Fig.4: Meccanismo d’attivazione della Netosi 
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Tuttavia la capacità di produrre trappole extracellulare composte da cromatina non è 
solamente ad appannaggio dei neutrofili ma anche di eosinofili, mastcellule ma non 
dei basofili. In particolare la rete rilasciata dalle mastcellule prende il nome di 
“MCETs”, la quale è composta da istoni nucleari e Catelicidina antimicrobica (LL37) 
direttamente tossico per certi microrganismi perché lega e neutralizza il 
lipopolisaccaride, un componente della parete dei batteri Gram-negativi [45]. Il 
meccanismo della NETosi è innescato entro 30-60 min dall’insulto 
infiammatorio/infettivo, da cellule vitali intatte, perché all’interno della rete non sono 
presenti proteine citosoliche. Contrariamente alle cellule apoptotiche, le cellule 
Netotiche non espongono il segnale di “eat me” con esposizione della Fosfatidil-
serina (LP) prima della rottura della membrana plasmatica, impedendo così 
l’attivazione fagocitaria. Al contrario dell’apoptosi e della necroapoptosi durante la 
Netosi vengono distrutti sia i granuli nucleari che quelli di membrana, ma viene 
lasciato intatto il citoplasma, così da permettere l’assemblaggio tra cromatina, istoni e 
granuli antimicrobici. Fino ad oggi sono stati riconosciuti due importanti meccanismi 
di rilascio della NET [46].  Il primo meccanismo viene definito rapido, in quanto è 
attivato entro e non oltre i 60 minuti dopo stimolazione con S. Aureus o LPS. Durante 
questo processo i neutrofili rapidamente rilasciano il contenuto nucleare (cromatina 
ed istoni) attraverso la secrezione di vescicole in ambiente extracellulare, 
continuando ad eseguire fagocitosi in quanto la membrana cellulare rimane intatta 
[47]. Il secondo meccanismo invece viene definito lento in quanto il rilascio della 
NET avviene dopo 2-6 ore dall’evento infettivo/infiammatorio scatenante, attraverso 
la morte cellulare e quindi la disgregazione delle membrane [48]. 
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 Quindi non si osservano segni apoptotici, come ad esempio membrane blebbing, 
condensazione della cromatina nucleare, esposizione PS prima della rottura della 
membrana plasmatica ed “internucleosomal cleavage del DNA”. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.5: Early and Late Netosi 
 
Le caspasi sono attivate solamente durante la naturale apoptosi dei neutrofili e non ad 
esempio dopo induzione con phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA). Ciò solleva la 
questione se la morte cellulare caspasi-indipendente può essere attribuito alla necro-
apoptosi. Tuttavia, l'aggiunta di necrostatin-1 non influisce sulla Netosi indotta da 
PMA [49].  
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Questi risultati indicano che la necro-apoptosi RIP-1 mediata non regola la NETosi. I 
neutrofili infatti vengono positivi alla ricerca della F-actina, che fa parte del 
citoscheletro cellulare solo se vanno incontro ad apoptosi e necroapoptosi; 
dimostrando così che la NETosi è una morte cellulare diversa in quanto la sua rete è 
formata da cromatina nucleare e non mitocondriale. Questo meccanismo può essere 
innescato non solo da microorganismi patogeni e dai loro componenti (LPS), ma 
anche dalla formazione di autoanticorpi diretti contro il citoplasma dei neutrofili 
(vasculiti ANCA associate) e/o malattie autoimmuni come AR, SLE o Felty [50].  
Sebbene la regolamentazione degli eventi cellulari durante la NETosis rimane poco 
chiaro, sempre più prove indicano che la disgregazione nucleare e la 
decondensazione della cromatina sia direttamente regolata dall'interazione tra istoni 
citrullinati, produzione di superossido (SO) ed autofagia. Infatti la NET è in contrasto 
con l'apoptosi in quanto è associata da una rapida decondensazione della cromatina 
nucleare che andrà a formare la rete extracellulare in risposta all'evento 
infiammatorio. Questo meccanismo legato alla citrullinazione degli istoni è innescato 
da 5 tipi di Peptidil-Arginina desaminasi (PAD), la più studiata risulta essere la 
PAD4, la quale è espressa maggiormente nei leucociti neutrofili.  E' importante 
sottolineare che la citrullinazione degli istoni H3 nucleari viene bloccata, se viene 
inibita la PAD4, così da ridurre significativamente la produzione e il rilascio della 
NET.  Questo suggerisce che gli istoni oltre ad avere un ruolo antimicrobico diretto, 
hanno anche un ruolo regolatorio verso la produzione della rete; ciò indica anche che 
sono necessari, ma non sufficienti da soli per promuovere l'attivazione della NETosis 
[51]. Importante, quando i neutrofili sono adeguatamente attivati, essi possono 
generare una quantità enorme di superossido (SO) attivando il complesso enzimatico 
NADPH ossidasi e liberando ROS per l'induzione della NET.  
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I ROS sono probabilmente implicati nella modificazione ossidativa del DNA, delle 
proteine ed altre macromolecole, che li rendono più suscettibili agli enzimi liberati 
dai neutrofili. I ROS si formano nel corso di un "burst respiratorio" coinvolgendo il 
complesso NADPH ossidasi che è assemblato sulla membrana citoplasmatica dei 
granuli specifici dei neutrofili. Il coinvolgimento dei ROS nella formazione della 
NET è stato dimostrato farmacologicamente utilizzando diphenyleneiodonium ed 
altri inibitori della NADPH ossidasi, che che inattivano quasi completamente la 
NETosis [52]. Gli stimoli pro-infiammatoria quali LPS e IL-8, sono in grado di 
innescare l'attività NADPH ossidasi, ma solo alcuni gruppi di neutrofili formano la 
NET, altri invece vanno incontro a semplice apoptosi. Altro ruolo importante 
nell'azione citolitica della NET è l'Elastasi (ELA2), una serina proteasi, che potrebbe 
agire come agente antimicrobico o come modulatore dell'attività della reta 
extracellulare. Istoni extracellulari, principalmente H3 e H4, sembrano essere 
biomarcatori di progressione della malattia e bersagli terapeutici nel contesto di 
patologie infettive. Questi due istoni hanno affinità molto più basso rispetto ad altri 
per le strutture della NET. Non è noto come le piccole variazioni degli istoni come ad 
esempio H3 possano modificare le strutture della NET e la sua citotossicità verso i 
patogeni. Il binomio NADPH-ossidasi e produzione di ROS sono due momenti che 
sembrano essere fondamentali per l'attivazione e la promozione della “rete” come 
visto in vitro dopo stimolazione con PMA [53]. Sebbene i meccanismi ROS-
indipendente non siano chiari, l'inibizione farmacologica e genetica della Chinasi Src 
può bloccare la citrullinazione degli istoni e quindi il conseguente rilascio della NET.  
 35 
 
 
Fig.6: Meccanismo d’azione della Netosi 
 
Altro meccanismo implicato nella stimolazione della NET è l'autofagia che viene 
considerato un processo di auto-digestione che colpisce i componenti intracellulari 
provocando la loro degradazione attraverso l'azione di endosomi e lisosomi, al fine di 
mantenere la corretta omeostasi cellulare. Durante questo processo, mirati costituenti 
citoplasmatici sono isolati dal resto della cellula all'interno di una vescicola con 
doppia membrana nota come dell'autofagosoma. La fagocitosi di LPS ed INF 
inducono la NET ma il meccanismo di autofagia è indipendente dalla formazione 
della rete extracellulare e sembra essere un ulteriore via per degradare il patogeno 
[54].  
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Questo meccanismo fornisce un ulteriore “arma”, infatti i microorganismi patogeni 
posso essere distrutti anche dall'azione delle proteasi fornite durante l'autofagia. 
L'attivazione e la formazione della NET è direttamente correlata con la capacità da 
parte dei neutrofili di poter sviluppare autofagia in condizioni di 
infezioni/infiammazione. Fuchs et al. originariamente osservarono una  massiccia 
vacuolizzazione all'interno dei neutrofili durante le prime fasi della NETosi, visto che 
questi vacuoli avevano una doppia membrana citoplasmatica e venivano prodotti 
prima della completa disgregazione della membrana nucleare per liberare cromatina 
ed istoni. A seguito di un periodo di vacuolizzazione, i neutrofili durante la patologia 
granulomatosa cronica (CGD) non sembrano formare NET nonostante la 
stimolazione con PMA, ma andare incontro a morte apoptotica con “membrana 
blebbing” e condensazione della cromatina invece che decondensazione. Inibizione 
faramcologica dell'autofagia non interferisce con la NADPH-ossidasi, ma interferisce 
con la decondensazione nucleare della cromatina così da provocare una morte 
apoptotica e non la formazione della NET [55]. Durante la NETosi l'autofagia è 
regolata dalla produzione del superossido dellossigeno (ROS) e dall'attività della 
NADPH-ossidasi che però si attivano sempre in seguito a stimoli 
infiammatori/infettivi (LPS, IL-8, PMA). Altra ipotesi ancora da dimostrare e che i 
PMN attiverebbero durante la Netosis segnali di feedback negativi utilizzando 
meccanismi paracrini tra cellule vicine. Tuttavia per indurre il fenomeno della 
NETosis è necessario sia l’attivazione della NADPH ossidasi in conseguenza a 
stimoli patogeni (LPS IL-8, TNF-alfa) sia alla produzione di ROS che porta alla 
citrullinazione degli istoni H3 (decondensazione nucleare).  E’ stato quindi ipotizzato 
che l’interazione tra autofagia, formazione di ROS e PAD4 provochi in maniera 
inevitabile la citrullinazione degli istoni H3 portando così alla rottura delle membrane 
sia granulari che nucleari ma inibendo i meccanismi classici che innescano l’apoptosi 
[56]. 
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Il processo infiammatorio 
L’infiammazione è definita come un processo dinamico comprendente l’insieme delle 
modificazioni che compaiono nelle strutture vascolari e connettivali di un distretto 
organico, per arginare e riparare i danni prodotti da agenti lesivi di diversa natura. Il 
processo infiammatorio è caratterizzato fondamentalmente dal reclutamento e 
dall’attivazione di cellule del sistema immunitario innato e acquisito che fanno 
seguito alle alterazioni tessutali locali. Qualunque sia lo stimolo flogogeno la risposta 
infiammatoria acuta è fondamentalmente identica, generale ed aspecifica nei suoi 
momenti essenziali. Questa risposta è centrata sulla reazione vascolare, caratterizzata 
da essudazione di liquido plasmatico e di leucociti, in particolare di granulociti 
neutrofili. Al reclutamento iniziale di polimorfonucleati (PMN) segue quello dei 
monociti che, localmente, si differenziano in macrofagi.  
 
 
Fig.7: Meccanismi infiammatori 
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Questa risposta è amplificata da mast cellule tessutali e da macrofagi residenti, la cui 
degranulazione e attivazione portano al rilascio di una batteria di mediatori 
infiammatori tra cui ammine vasoattive, citochine, chemochine e mediatori lipidici, 
che a loro volta promuovono il reclutamento e l’attivazione di altre cellule 
infiammatorie. L’azione di tali mediatori condiziona quattro fenomeni fondamentali 
dell’infiammazione 
acuta: 
• la vasodilatazione 
• l’aumento della permeabilità dei piccoli vasi 
• la migrazione dei leucociti 
• il comportamento delle cellule nei tessuti infiammati. 
Le molecole pro-infiammatorie rilasciate agiscono in modo sinergico con un’attività 
spesso ridondante e giocano un ruolo importante nell’orchestrare la risposta 
flogistica.  
Tale risposta è caratterizzata dall’attivazione coordinata di varie vie di segnale che 
regolano l’espressione di mediatori sia pro- che anti-infiammatori nelle cellule 
residenti enei leucociti reclutati [57].  
Le più note e le più studiate sono quelle mediate dai recettori dell’interleuchina-1 (IL-
1) e del tumor necrosis factor (TNF), e dai “toll-like receptors” (TLR) che 
appartengono alla famiglia dei recettori dell’IL-1. L’IL-1ß e il TNF rappresentano 
l’archetipo delle citochine pro-infiammatorie rapidamente rilasciate dopo lesioni 
tessutali o infezioni. I TLR riconoscono specifici pattern molecolari microbici ma 
possono essere attivati anche da ligandi endogeni in assenza di infezioni. In generale 
il legame a questi recettori porta al reclutamento di proteine adattatrici specifiche e in 
un secondo momento di proteine di segnale e di varie proteine chinasi.  
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Queste molecole attivano diverse vie effettrici, la più importante delle quali porta 
all’attivazione delle MAP e delle IkB chinasi con conseguente fosforilazione di 
diversi fattori di trascrizione come NF-kB e AP-1che si legano ai promotori dei geni 
dell’IL-1 e del TNF. Un’altra via di segnale mediata dai recettori delle citochine 
coinvolge l’attivazione della fosfoinositolo 3-chinasi. Complessivamente tutte queste 
proteine coordinano l’espressione di un ampio numero di sostanze pro-infiammatorie 
che iniziano e amplificano la risposta infiammatoria [58]. 
 
Infiammazione da microcristalli e Netosi 
 
Una delle più intense reazioni flogistiche che si conoscano è rappresentata 
dall’infiammazione da microcristalli. La formazione di cristalli all’interno della 
cavità articolare causa infatti un abbondante accumulo di leucociti polimorfonucleati 
e la liberazione di numerosi mediatori pro-infiammatori. I cristalli più noti e più 
flogogeni sono quelli di urato monosodico (UMS) responsabili della gotta. I cristalli 
di calcio, come quelli di pirofosfato di calcio (CPPD) e di fosfato basico (BCP), 
nonostante siano presenti in un’elevata percentuale di LS di pazienti con artrosi, 
hanno un ruolo controverso e il loro significato diagnostico e prognostico non è 
ancora chiaro, ma una delle ipotesi si basa sulla formazione dei fagolisosomi [59]. 
Quando i cristalli precipitano per eccesso di soluto, o si staccano da depositi 
preformati (tofi), vengono rivestiti da molecole polipeptidiche o proteiche, in 
particolare IgG che ne facilitano la fagocitosi. Il riconoscimento di queste proteine da 
parte di specifici recettori di superficie nelle cellule polimorfonucleate, porta alla 
formazione del fagosoma intracellulare che per fusione con i lisosomi e successiva 
rottura, scatena la reazione infiammatoria. L’adsorbimento proteico non è però una 
tappa indispensabile per l’attivazione cellulare, in quanto i cristalli sono in grado di 
interagire direttamente con le membrane cellulari.  
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La risposta infiammatoria successiva alla fagocitosi include l’attivazione delle vie del 
complemento, l’attivazione del fattore di Hageman, la lisi di neutrofili e lisosomi, la 
risposta secretoria dei neutrofili, la degranulazione delle mast-cellule e la sintesi di 
interleuchine proinfiammatorie da parte di monociti e sinoviociti. Durante un attacco 
acuto numerosi neutrofili vengono reclutati nell’articolazioneattraverso l’interazione 
con l’endotelio attivato [62]. L’infiltrato viene sostenuto ulteriormente dalla sintesi 
locale di fattori chemotattici quali IL-8, MCP-1, C5a e leproteine mieloidi S100A8 e 
S100A9. Le cellule mononucleate d’altra parte producono mediatori solubili come 
citochine e chemochine in modo dipendente dalla concentrazione dei cristalli [60]. 
 Le vie di segnale attivate dai cristalli sono state ampiamente caratterizzate in diversi 
tipi cellulari ma solo recentemente sono stati messi in luce alcuni meccanismi a 
monte della cascata infiammatoria. In particolare è stato dimostrato come l’immunità 
innata sia coinvolta negli eventi iniziali dell’infiammazione da microcristalli e che 
quindi possa giocare un ruolo chiave nella patogenesi delle malattie ad essa correlate 
[61].I primi ad ipotizzare un ruolo dell’immunità innata nell’infiammazione da 
microcristalli sono stati Shi et al, i quali osservarono che l’acido urico rilasciato dalle 
cellule danneggiate durante i processi metabolici forma cristalli di UMS ed è in grado 
di mettere in allarme il sistema immunitario inducendo la maturazione delle cellule 
dendritiche, promuovendo la presentazione dell’antigene, e stimolando i linfociti T.  
Secondo gli autori i cristalli possono essere considerati degli “adiuvanti” esogeni in 
grado di attivare in modo diretto la risposta immunitaria. Qualche anno più tardi, Liu-
Bryan e coll. hanno dimostrato per la prima volta che i cristalli di UMS e CPPD sono 
in grado di interagire con i recettori dell’immunità innata toll-like receptor (TLR) 2 
nei condrociti inducendo rapidamente l’assemblaggio di ligandi intracellulari (Rac1, 
PI3K, MyD88) e portando all’attivazione del fattore di trascrizione NF-kB e alla 
sintesi di ossido nitrico  secondo il quale i cristalli di UMS e CPPD interagiscono con 
i recettori TLR2 nell’induzione del segnale infiammatorio.  
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Secondo uno studio successivo condotto in un modello sperimentale di 
infiammazione da microcristalli, i TLR non sono indispensabili per la risposta da 
cristalli di UMS che viene invece abolita in topi geneticamente difettosi per la 
proteina adattatrice MyD88 [62]. Nasce l’ipotesi che l’infiammazione indotta da 
cristalli di UMS sia mediata dal recettore dell’IL-1 (IL-1R) che trasmette via MyD88 
e che sia responsabile dell’amplificazione del processo infiammatorio (18). La prova 
definitiva che l’immunità innata e l’IL-1 sono direttamente coinvolte 
nell’infiammazione da microcristalli viene fornita da Martinon e coll. con la 
dimostrazione che i cristalli di UMS sono in grado di attivare l’inflammasoma 
NALP3, complessocostituito da recettori intracellulari dell’immunità innata chiamati 
NOD-like receptor (NLR) [63]. 
 La successiva attivazione della caspasi-1, la maturazione del precursore dell’IL-
1Beta e la secrezione della citochina nello spazio extracellulare, innescano poi il 
processo infiammatorio attraverso la via di segnale IL-1R/MyD88.  
Gli autori propongono un modello di infiammazione che avviene in due fasi: 
1- L’attivazione dell’inflammosoma da parte dei cristalli fagocitati da monociti con il 
successivo rilascio di IL-1Beta . 
2- L’attivazione del complesso recettoriale IL-1R/MyD88 in altri tipi cellulari, quali i 
sinoviociti, che porta alla produzione di chemochine e mediatori proinfiammatori e 
all’accumulo di neutrofili nell’articolazione, evento primario di questo tipo di 
infiammazione [64].  
La scoperta di questi nuovi meccanismi molecolari non solo chiarisce la patogenesi 
delle artriti da microcristalli ma permette di prendere in considerazione nuove 
strategie terapeutiche basate principalmente sull’inibizione del segnale dell’IL-
1Beta(20).  
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Il fenomeno infiammatorio innescato dalla cristallizzazione e precipitazione di 
cristalli sia di Urato monosodico che di Pirofosfato di calcio, fa ipotizzare ad una 
autolimitazione del processo infiammatorio utilizzando proprio la capacità dei 
neutrofili di attivare e sviluppare il  complesso fenomeno della Netosi con 
conseguente rilascio della rete extracellulare (NET) formata principalmente da istoni 
citrullinati (H3,H4), Mieloperossidasi (MPO) ed Elastasi (ELA2) come 
precedentemente illustrato [65].  
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SCOPO DELLO STUDIO 
 
La Netosi è un processo immunitario che viene innescato da stimoli sia infiammatori 
che infettivi, provocando il rilascio di una rete extracellulare formata da cromatina e 
molecole ad azione antimicrombica. Inizialmente questo meccanismo veniva 
attribuito ai neutrofili in quanto capaci di autolimitare, intrappolare e distruggere 
microorganismi patogeni quali: batteri, funghi e protozoi. Infatti la “Rete” viene 
prodotta dai neutrofili in risposta ad insulti infiammatori (TNF-alfa, IL-8, LPS) o da 
microorganismi patogeni i quali innescano l'attivazione della cascata infiammatoria 
(prtotein Kinasi 3 e NADPH-ossidasi) provocando la citrullinazione degli istoni H3 
attraverso l'attivazione della PAD4 e delle Src chinasi [66]. Successivamente è stato 
visto che la capacità di formare reti extracellulari era attribuibile sia agli eosinofili 
che alle mastcellule, prendendo il nome di “Etosis”; ma soprattutto che la Netosi era 
attivata non solo dalla presenza di microorganismi patogeni ma anche da altri 
elementi pro-infiammatori. In ambito reumatologico è stato visto e studiato che una 
causa di produzione di NET da parte dei neutrofili è sicuramente la presenza di 
cristalli di Urato monosodico (UMS) all'interno dell'ambiente articolare e di 
conseguenza nel liquido sinoviale stesso. La risposta infiammatoria successiva alla 
fagocitosi dei cristalli di UMS include l’attivazione delle vie del complemento, la 
risposta secretoria dei neutrofili, la degranulazione delle mast-cellule e la sintesi di 
interleuchine proinfiammatorie da parte di monociti e sinoviociti.  
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L’infiltrato infiammatorio che si forma all'interno dell'articolazione provoca a sua 
volta la liberazione di citochine pro-infiammatorie quali IL-8, IL-1 e TNF-alfa, con 
successiva attivazione dell'inflammosoma (NALP3) e nuovamente della NADPH-
ossidasi e PAD4 [67].  
Visto che la Netosi viene innescata a valle attraverso il medesimo meccanismo 
infiammatorio, lo scopo di questo studio è stato quello di: 
 Verificare la presenza di NET prodotta dai PMN in corso di artriti 
microcristalline quali Gotta (MSU) e Condrocalcinosi (CPPD) rispetto a 
Artrite reumatoide (AR) ed Osteoartrosi (OA). 
 Valutare eventuali differenze tra i livelli di NET in corso di artrite Gottosa 
(MSU) e Condrocalcinosi (CPPD). 
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MATERIALI E METODI 
 
 
Selezione dei pazienti 
 
Lo studio ha richiesto l’acquisizione di liquido sinoviale (LS), effettuato presso il 
nostro reparto di Reumatologia, tramite artrocentesi a livello dell’articolazione del 
ginocchio, provenienti da un totale di 44 pazienti, suddivisi secondo le seguenti 
patologie reumatologiche: Gotta, Pseudogotta (LS prelevato durante attacco acuto 
con presenza di CPPD ed una conta cellulare > 2000 cell/mm3), Condrocalcinosi, 
Artrite Reumatoide (AR) ed Osteoartrosi (OA). 
 
 Gotta, 8 maschi con età media 61 ± 12 anni 
 Pseudogotta, 5 maschi con età media 56 ± 8 anni e 4 femmine 67 ± 7 anni 
 Condrocalcinosi, 5 maschi con età media 69 ± 10 anni e 6 femmine di 65 ± 13 
anni 
 Artrite Reumatoide, 3 maschi con età media 45 ± 8 anni e 5 femmine di 42 ± 
10 anni 
 Osteoartrosi, 3 maschi con età media 74 ± 8 anni e 5 femmine di 68 ± 9 anni 
 
I pazienti affetti da OA e AR in questo studio rappresentano dal punto di vista clinico 
e biochimico i soggetti di controllo.  Su tutte le artrocentesi effettuate ai pazienti dello 
studio, è stato eseguito l’esame completo del LS concernente caratteri macroscopici e 
microscopici, utilizzando un microscopio con luce polarizzata. 
Qualsiasi tipo di infezione in atto durante tale esame, è stato considerato criterio di 
esclusione dello studio. Il consenso informato è stato ottenuto in accordo ai principi 
della dichiarazione di Helsinki. I pazienti affetti da Artrite Reumatoide considerati 
nello studio effettuavano terapia steroidea e/o FANS al bisogno. 
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Preparazione dei campioni da analizzare  
I liquidi sinoviali (LS) provenienti dai pazienti, sono stati immediatamente 
centrifugati, il surnatante è stato stoccato a – 40°C per il dosaggio delle citochine. Il 
pellet cellulare, dopo aver effettuato la formula è stato suddiviso in tre parti, la   
prima per la preparativa in Microscopia Elettronica, la seconda per il congelamento 
vitale e la terza per effettuare il citocentrifugato per la valutazione 
Immunoistochimica. 
 
Microscopia elettronica 
I campioni erano pre-fissati in Glutaraldeide al 2,5% in Tampone Fosfato 0.05M e 
post-fissati in OsO4 al 1% disidratati in serie ascendente di etanolo ed inclusi in 
resina Epon-Araldite. Le sezioni ultrafini tagliate con LKB III ultramicrotomo erano 
contrastate con acetato di uranile e citrato di piombo quindi esaminate con 
microscopio elettronico a trasmissione Zeiss EM 109 con ingrandimento TEM 4000. 
 
Immunoistochimica 
Dopo aver ottenuto il citocentrifugato dei liquidi sinoviali derivanti dai pazienti dello 
studio, è stata eseguita immunoistochimica tramite microscopio a fluorescenza Nikon 
Eclipse, con programma di acquisizione immagini NIS element, con un obiettivo 40x. 
Per la realizzazione di questa tecnica è stato utilizzato il Sytox Green (Sytox green 
nucleic acid, Life Technologies), per evidenziare gli acidi nucleici, l’anticorpo 
primario anti-Elastasi (Rabbit polyclonal elastase ABCAM), il secondario (Goat 
antirabbit IgG, alexa fluor 488, ABCAM). La valutazione immunoistochimica ci ha 
permesso di evidenziare alcune parti strutturali della NET. 
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Dosaggio citochine su liquido sinoviale 
Durante il nostro studio sono state dosate le seguenti citochine: IL-2, IL-6, IL-10, 
TNF-a, IL-1b, IL-17° e VEGF; mediante l’utilizzo della metodica Bio-Plex Pro 
cytokine, chemokine and growth factor assay, la quale si avvale dell’uso di biglie 
magnetiche. Il saggio principale è simile a quello del sandwich ELISA: la biglia 
magnetica cattura l’anticorpo diretto contro il biomarker d’interesse, formando un 
complesso legato covalentemente. Questo complesso reagisce con il campione 
contenente il biomarker d’interesse. Dopo una serie di lavaggi per rimuovere le 
proteine aspecifiche, si aggiunge un complesso biotinilato che lega un altro sito del 
medesimo l’anticorpo creando così il sandwich. La determinazione del complesso si 
effettua tramite l’aggiunta del coniugato Streptavidina-Ficoeritrina; la Ficoeritrina 
funziona come indicatore fluorescente. I kit utilizzati per il dosaggio sono stati 
preparati secondo le nostre indicazioni e forniti dalla ditta BIO RAD 
 
Dosaggio Elastasi (ELISA) su liquido sinoviale 
Per la misurazione dell’Elastasi è stato incubato 50 µl di di liquido sinoviale con 50 
µl di Elastasi (N-(methoxysuccinyl)- Ala-Ala-Pro-Val 4-nitroanilide, Sigma) alla 
concentrazione di 200 µM per 30 minuti a temperatura ambiente. La densità ottica è 
stata misurata a 450 nm (VersaMax Tunable Microplate Reader, Molecular Devices) 
 
Dosaggio DNA rilascitato su liquido sinoviale (Fluorescenza) 
La misurazione del DNA presente nel liquido sinoviale è stato evidenziato in 
fluorescenza, utilizzando Sytox Green (Sytox green nucleic acid, Life Technologies), 
letto in microcuvetta vetro alle lunghezze d’onda di exc/em 503/526 (scelte in base ai 
picchi massimi stabiliti con la scansione) in spectrophotometer Cary Eclipse Varian  
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RISULTATI DELLO STUDIO 
Microscopia elettronica 
Attraverso l’utilizzo di microscopio elettronico a trasmissione abbiamo analizzato la 
presenza di PMN nei LS dei pazienti affetti da: Gotta (GT), Pseudogotta (PS), Artrite 
Reumatoide (AR) ed Osteoartrosi (OA). Le immagini ottenute hanno mostrato che la 
Netosi è presente sia nelle artropatie scatenate da cristalli di UMS sia da quelli di 
CPPD; mentre è assente nei LS di pazienti affetti da Osteoartrosi. Infatti la 
microscopia elettronica ha evidenziato la presenza di materiale extracellulare 
morfologicamente compatibile con la NET (cromatina ed istoni)  nei liquidi sinoviali 
con cristalli di UMS e CPPD, mentre al contrario nei LS osteoartrosici non abbiamo 
rilevato nè danno della struttura cellulare dei PMN, nè la presenza di materiale 
extracellulare compatibile con NET. Le immagini ottenute mettono in evidenza anche 
che nei liquidi sinoviali dei pazienti affetti da artriti microcristalline, il materiale 
extracellulare (NET) presenta le stesse caratteristiche morfologiche. 
 
 
A           B  
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C  
Figura A: PMN provenienti da LS artrosico con struttura cellulare intatta e assenza 
di materiale nucleare in ambiente extracellulare. 
Figure B e C: rispettivamente LS di pazienti con Gotta e Pseudogotta dove sono 
visibili PMN con presenza di pseudopodi, rottura della membrana citoplasmatica e 
materiale extracellulare compatibile con la NET (cromatina ed istoni). 
 
Analisi Immunoistochimica 
Attraverso l’utilizzo del saggio Immunoistochimico con microscopio a fluorescenza 
abbiamo marcato ed evidenziato i principali costituenti della NET (DNA, istoni, 
Elastasi), nel liquido sinoviale (LS) di pazienti affetti da: Gotta, Pseudogotta, Artrite 
Reumatoide ed Osteoartrosi. Le immagini ottenute attraverso questa metodica 
mostrano la presenza di NET, e soprattutto dei suoi costituenti fondamentali quali 
strutture nucleari (DNA ed Istoni) e granuli proteolitici (Elastasi). In questo 
esperimento viene evidenziata ancora una volta la maggior quantità di NET presente 
nei pazienti affetti da artriti microcristalline rispetto ai pazienti con Artrite 
Reumatoide ed Osteoartrosi, in quest’ultima addirittura non sembra essere presente.  
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Inoltre grazie alle colorazioni immunoistochimiche (Sytox Green e Dapi) sia dei 
costituenti nucleari (DNA e cromatina) che dei granuli proteolitici presenti in 
ambiente extracellulare (Elastasi), abbiamo visto che sia nella Gotta che nella 
Pseudogotta, la struttura della NET ha i medesimi costituenti. 
 
 
AR         OA  
 
 
 
GT  PS  
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GT    PS  
 
 
Dosaggio citochine, attività Elastasi e DNA extracellulare 
Successivamente alle valutazioni morfologico-qualitative della NET, abbiamo dosato 
direttamente sul liquido sinoviale di pazienti affetti sia da artriti microcristalline che 
da Artrite Reumatoide e Osteoartrosi le citochine pro-infiammatorie (IL-2, IL-6, IL-
10, TNF-a, IL-1b, IL-17). I dati ottenuti mostrano un aumento significativo di queste 
citochine (IL-1β, IL-6 e TNF-α) nei LS di Gotta e Pseudogotta rispetto a quelli di 
Artrite Reumatoide e soprattutto di Osteoartrosi. Invece confrontando le due artriti 
microcristalline, i valori di citochine pro-infiammatorie sembrano seguire lo stesso 
trend. Inoltre abbiamo poi valutato sia l’attività dell’enzima Elastasi tramite metodo 
ELISA sia la quantità di DNA extracellulare presente nei LS dei pazienti presi in 
esame. Questa ulteriore valutazione è stata eseguita per stabilire una probabile 
correlazione tra l’andamento della concentrazione delle citochine, l’attività 
dell’Elastasi e il DNA extracellulare. I risultati ottenuti mostrano che le citochine pro-
infiammatorie sono più elevate nella Gotta e nella Pseudogotta rispetto ad artrite 
reumatoide, condrocalcinosi ed Osteoartrosi, e che il medesimo dato è attribuibile 
anche all’attività dell’Elastasi e del DNA extracellulare. 
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Il confronto effettuato tra Elastasi e DNA extracellulare nei liquidi sinoviali 
provenienti da Gotta e Pseudogotta ha mostrato un aumento parallelo. 
 
Dosaggio qualitativo e quantitativo di Elastasi e DNA extracellulare 
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Dosaggio delle citochine nel liquido sinoviale 
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CONCLUSIONI 
 
Il nostro studio su campioni di liquido sinoviale conferma che la NET sia  
estremamente espressa dai PMN in corso di artrite gottosa (MSU). Di particolare 
interesse è però l'osservazione che il processo sia analogo qualitativamente e 
quantitativamente anche alla altra principale artropatia microcristallina e cioè alla 
artropatia da deposito di pirofosfato di calcio (CPPD). I nostri dati morfologici e 
quantitativi rivelano come in effetti i PMN di liquidi sinoviali di Gotta e 
Condrocalcinosi vadano incontro a Netosi con conseguente produzione di abbondante 
NET. Questo ci fa ipotizzare che la Netosi sia un processo fisiopatologico comune 
nelle artriti microcristalline; è interessante anche osservare come invece nei PMN con 
artropatia da CPPD, in fase non infiammatoria, la NET non fosse particolarmente 
espressa. Recentemente è stata avanzata l’ipotesi che la NET abbia la funzione di 
autolimitare il meccanismo infiammatorio sostenuto da varie citochine quali la IL-1β, 
il TNF alfa e IL-6 in corso di attacco acuto di Gotta [68]. Questo è stato dimostrato in 
base ad esperimenti in vitro ed in vivo su modelli murini in cui si ipotizza che sulla 
NET siano presenti anche proteasi specifiche (serin-proteasi) responsabili della 
degradazione degli elevati contenuti di citochine pro-infiammatorie, prima fra tutte la 
IL-1β. I dosaggi da noi effettuati confermano un’elevata concentrazione di citochine 
pro-infiammatorie nei liquidi sinoviali di forme microcristalline, interessante altresì 
anche l’aumento di citochine anti-infiammatorie, quale la IL-10. Statisticamente non 
abbiamo rilevato una correlazione significativa tra i livelli di NET e la concentrazione 
delle varie citochine. Non possiamo escludere che data la esiguità del campione la 
validità statistica venga persa.  
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La tipica tendenza alla autorisoluzione delle poussè artritiche in corso di artropatie 
microcristalline è ben nota, ma anche poco interpretabile sul piano patogenetico.  
Lo studio recentemente pubblicato su nature reviews, apre pertanto uno scenario 
affascinante negli intrensici meccanismi di malattia [69]. A riguardo se è facilmente 
intuibile quale possa essere il ruolo della netosi in corso di processi infettivi e cioè 
quello di creare una filtro extracellulare batteriotossico rimane elusivo nelle artriti 
microcristalline. L'ipotesi pertanto che la netosi possa essere un processo finalizzato 
allo spegnimento della acuzie infiammatorie indotte da microcristalli nel “milieu” 
articolare apre nuovi secenari nella patogenesi delle artriti microcristalline. In base ai 
nostri dati possiamo aggiungere che questo processo non è pertanto ristretto alla gotta 
ma anche alla condrocalcinosi. Limiti del nostro studio sono la ristretta casistica che è 
attualmente in fase di ampliamento con l'obbiettivo di valutare una possibile 
correlazione tra livelli di citochine pro ed anti-infiammatorie e NET.  
Nel prossimo futuro, se tali dati fossero confermati, implementerebbero la 
conoscenza del meccanismo patogenetico delle artriti microcristalline e della loro 
caratteristica all’autorisoluzione durante l’attacco acuto.  
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